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PROTEINE DE FUSION INDUCTRICE DE L* EXPRESSION D'UN GENE 
ET PROCEDE DE CONTROLE DE L / INDUCTION DE L ' EXPRESSION 

D'UN GENE 

5 L 1 invention a pour objet un procede de contr61e 

de 1' induction de 1' expression post-transcriptionnelle 
d'un gene, et en particulier un procede de controle de 
1' induction de la traduction d'un gene. 

Dans le doraaine du traitement de maladies 
10 hereditaires ou genetiques, des traitements de type 
therapie genique, permettant de remplacer ou corriger 
des genes d^fectueux sont en cours de developpement . La 
therapie genique peut egalement avoir des applications 
importantes dans la delivrance de proteines, telles que 
15 par exemple des cytokines, des anti -oncogenes , des 
hormones ou des anticorps, lesdites proteines ayant une 
activite therapeutique dans le traitement de 
pathologies de type cancer ou infections virales . 

Cependant, meme si l'on peut induire 1' expression 
20 d'un gene, done de la proteine codee par le gene, 
1' absence de moyens de contr61e de 1» expression de 
cette proteine est une barriere a 1' utilisation de 
telles techniques, en particulier dans le cadre d'une 
therapie genique. Un moyen simple et sur de contr61e de 
25 1' induction de 1' expression d'un gene, et done de la 
proteine qu'il code, trouverait des applications aussi 
bien dans des protocoles de therapie genique, que dans 
1 'etablissement de lignees cellulaires exprimant un 
transgene ou encore dans l'obtention d'animaux 
30 transgeniques . 

On connait deja des moyens d' induction de 
1' expression d'un gene. 
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Cependant, la plupart des moyens decrits sent 
bases sur des inductions transcriptionnelles et 
presentent des inconvenients majeurs pour une 
utilisation en therapie genique. On citera en 
5 particulier 1' article de Mills (2001) Changing colors 
in mice: an inducible system that delivers, Genes & 
Development , 15:1461-1467. Les prolines chimeres 
activatrices de ces differents systemes de 1'art 
anterieur provoquent des reactions immunogeniques et/ou 
10 les inducteurs pharmacologiques utilises (tetracycline, 
rapamycine) entrainent des reactions cellulaires et 
tissulaires non souhaitees. 

On citera egalement le document GB 2 273 708, qui 
decrit principalement un precede de criblage de 
15 composes modulant 1 < association proteine/membrane 
cellulaire, ledit precede utilisant une proteine 
heterology incluant une sequence de reconnaissance 
pour 1' adhesion a la membrane cellulaire et un 
activateur transcriptional . L' ensemble de la 
10 description fait reference a 1- activation de la 
transcription. Par ailleurs, il est fait reference aux 
possibility deactivation ou induction (« switch on ») 
d'un gene grace a la proteine de fusion, mais le 
contr61e en tant que tel, e'est-a-dire la maitrise, de 
5 1' expression n'est jamais discute ni suggere. 

La demande de brevet WO 99/11801 decrit egalement 
1' activation de la transcription d-un gSne, en 
utilisant un facteur de transcription libere de la 
membrane cellulaire par une protease. Le mode d- action 
) est ici un clivage proteolytic^ . De plus, e'est de 
nouveau 1' activation qui est recherchee et discutee, et 
non un contr61e de 1- expression du gdne. 
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Par ailleurs, la demande de brevet WO 00/53779 
decrit un precede d' induction traductionnelle de 
1' expression d'un gSne, utilisant une proteine de 
recrutement des ribosomes, c'est-a-dire une proteine 
5 analogue a eIF4G ou un derive ou f ragm ent 
traductionnellement actif de celle-ci. Cette proteine 
est fusionnee avec une proteine ou un fragment ou 
derive de proteine, capable de se fixer sur un site de 
fixation de proteine necrologue ou HBS (« heterologous 
10 protein-binding site ») present sur 1 ' ARNm. Un exemple 
de proteine se fixant a 1 ' ARNm est 1<IRP-1. Un exemple 
d' HBS est 1'Ire (« Iron Responsive Element ») La 
proteine de fusion obtenue pent se fixer sur un HBS, et 
joue le r6le d'un activateur de la traduction de 1 ' ARNm 
15 done de 1' expression de la ou des prolines codees par 
cet ARNm en aval de l'HBS. 

Ce document explique egalement que 1' expression 
de la ou des proteines peut etre contr61ee. Ce contr61e 
est effectue par 1 'utilisation de differents HBS sur 
20 1 ' ARNm. II s^agit done d'un contr61e a priori, exerce 
au debut du traitement ou de 1 < experience , plut6t que 
d'une reelle maitrise de 1' induction, une fois le 
nombre et la nature des HBS choisis, 1' induction de la 
traduction n'est plus modulable. 

Par consequent, il existe encore un reel besoin 
d'un moyen de contr61e modulable de 1' induction de 
l'expression post-transcriptionnelle d'un g£ne 
contr6le qui doit pouvoir s'exercer a tout moment au 
cours de la mise en «uvre de 1' induction de 
30 l'expression post-transcriptionnelle, aussi bien 
quali tat ivement que quantitativement . 

La presente invention a done pour objet un 
precede de controle exteme, permanent et modulable de 



WO 2004/067745 



PCT/FR2004/000073 



15 



1' induction de 1' expression post-transcriptionnelle 
d'un gene, ledit controle permettant de declencher, 
d'arreter et de moduler 1' induction a tout moment. Par 
induction de 1' expression post-transcriptionnelle, on 
5 entend 1- induction de toute etape post- 
transcriptionnelle de l'expression d'un gene, c'est-a- 
dire notamment la traduction, 1'epissage des pre-ARNm, 
la polyadenylation des pre-ARNm, etc., et en 
particulier la traduction. 
10 Dans le cadre de 1' invention, 1' induction de 

l'expression post-transcriptionnelle d'un gene est mise 
en oeuvre par l'expression d'une proteine de fusion 
specif ique, appelee proteine de fusion inductrice. 

La proteine de fusion inductrice mise en oeuvre 
pour induire l'expression post-transcriptionnelle d'un 
gene selon 1' invention comprend d'une part un domaine 
peptidique de liaison aux acides ribonucleiques et un 
domaine activateur de l'expression dudit gene, et, 
d' autre part, un domaine permettant une delocalisation 
a la membrane cellulaire. 

Toute proteine ou polypeptide connu de l'homme du 
metier pour induire l'expression d'un gene peut etre 
utilise comme proteine de fusion inductrice selon 
1' invention, soit en tant que tel(le) s'il(elle) 
comprend un domaine permettant une delocalisation vers 
les membranes en plus du domaine activateur de 
l'expression du gene, soit en tant que proteine ou 
polypeptide de fusion en association avec un domaine 
permettant une delocalisation vers les membranes. En 
particulier, toute proteine de fusion connue de l'homme 
du metier pour induire la traduction peut etre 
utilisee, et notamment celles decrites dans la demande 
de brevet WO00/53779 mentionnee precedemment , a savoir 
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toute proteine de fusion entre une proteine analogue a 
eIF4G ou a un derive ou fragment traductionnellement 
actif de celle-ci, fusionnee avec une proteine ou un 
fragment ou derive de proteine se fixant a 1 ' ARNm. On 
citera a titre non exhaustif la proteine de fusion 
entre eIF-4Gl et IRP-i. 

La proteine de fusion inductrice selon 
1' invention comprend done un domaine permettant une 
delocalisation membranaire. Ce domaine est present 
intrinsequement ou est fusionne avec un domaine 
peptidique de liaison aux acides ribonucleiques et un 
domaine activateur de 1 ' expression. 

Un domaine permettant une delocalisation 
membranaire est un domaine peptidique qui est le site 
d'une modification post- traductionnelle de la proteine 
permettant la delocalisation aux membranes cellulaires 
(cytoplasmique, nucleaire, mitochondrials etc..) de la 
proteine comprenant ledit domaine. En particulier, la 
modification post-traductionnelle pent etre une 
20 modification d'une cysteine, dans le domaine CAAX 
carboxy- terminal de la proteine d'interet a 1'aide 
d' enzymes de type farnesyl- transferase 
geranylgeranyl- transferase. caax signifie "Cysteine- 
acide amine Aliphatique-acide amine Aliphatique-acide 
amine x«, ou X pent etre une methionine, une glutamine, 
une serine ou une threonine. La modification post- 
traductionnelle pent etre, a titre d'exemples non 
lxmxtatifs, une f arnesylation, une geranylgeranyl at ion, 
une myristilation, ou une palmy toylat ion, ou toute 
30 autre modification connue de 1'homme du metier 
Lorsqu'elle est munie de la sequence peptidique 
resultant de la modification post-traductionnelle, la 
proteine est adressee a la membrane. 
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^utilisation de la f arnesylation a deia M 
envisagee dans des ttait™^. 

rendre !„,„,.• c «itements antx-cancereux afin de 

rendre xnaotxves certaxnes prolines (petites prolines 

s 121*7 ^ dans des -i S e n ::; 

Adulation de 1- Stat „ ex P r "^°n du gene par 
traduotionnelle de la \-. "^if ication p os t- 

1' expression ? * ^ *" fUSi ° n ^uctrice de 

expressxon post-tranacriptionelle du gene et m 
particuliere m ent du domaine perTttant 
15 delocali=3a,--i^« permettant vine 

local 1S atxon membranaire. C e contrSle est mis m 
ffiuvre P«r 1' utilisation d'un inhibit- 

ladite ^4,. . mhibiteur approprie de 

ladate modxf 1C ation post-traductionnelle Si la 
modification post-traductionnelle de ! 

accivateur de 1' expression du gene. 
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A 1' inverse, en presence d'un inhibiteur 
approprie, la modification post-traductionnelle ne se 
produira pas, et la proteine de fusion inductrice ne 
sera plus adressee a la membrane et pourra done jouer 
son rdle d-activateur de 1- expression du gene. 

L< invention a pour objet une proteine de fusion 
inductrice de 1' expression d'un gene comprenant, d'une 
part, un domaine peptidique de liaison aux acides 
ribonucleics et un domaine activateur de 1' expression 
post-transcriptionnelle dudit gene, et, d' autre part 
un domaine permettant une delocalisation a la membrane 
cytoplasmique . 

A titre d'exemple de proteine de fusion 
inductrice selon 1' invention, on citera les proteines 
de fusion R17-4G-CVLS ou CVLS correspond a un domaine 
"CAAX" decrit comme responsable de la delocalisation de 
la proteine a la membrane. 

L' invention a egalement pour objet un acide 
nucleique comprenant une sequence codant pour la 
proteine de fusion inductrice de 1' expression selon 
1< invention. Cet acide nucleique pent etre un adn 
double brin ou monobrin, un ADNc, un ARN tel gu-un 
ARNm. 



L' invention a egalement pour objet un vecteur 
d< expression, en particulier un plasmide, comprenant un 
acide nucleique selon 1' invention. 

L' invention a egalement pour objet une cellule 
recombinee comprenant un acide nucleique selon 
1'mvention integre dans son genome, ainsi qu'une 
ixgnee cellulaire comprenant un tel acide nucleique. On 
dtera a titre d'exemples non limitatifs les cellules 
d'hepatome humaines SKHep-1, les cellules HeLa ou les 
cellules CHO. 
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L' invention a egalement pour objet un organisme 
non humain transgenic^, par exemple une souris 
comprenant en tant que transgene un acide nucleique 
selon 1' invention. 

Plus precisement, selon 1' invention, le precede 
de contr61e externe, permanent et modulable de 
1' induction de 1' expression post-transcriptionnelle 
d'un gene d'une cellule recombinee ou d'un organisme 
non humain transgenic^ comprenant un acide nucleique 
comprenant une sequence codant pour une proteine de 
fusion inductrice selon 1' invention, ou comprenant un 
vecteur comprenant ledit acide nucleique, implique la 
modulation de l<6tat de modification post- 
traductionnelle de la proteine de fusion induisant 
1' expression, du gene par 1 < utilisation d'un inhibiteur 
approprie de la modification post-traductionnelle de 
ladite proteine de fusion. 

Le controle de 1' induction de 1' expression post- 
transcriptionnelle du gene est done simple, modulable 
20 et permanent : U est possible a tout moment de 
commences arreter, reprendre 1' addition de 
1' inhibiteur de la modification post-traductionnelle 
approprie, de modifier les quantity ajoutees, afin de 
controler 1' induction aussi bien qualitativement que 
quantitativement. Par ailleurs, compte tenu des taux 
d^ induction eleves pouvant etre obtenus, il est 
possible d'utiliser !■ inhibiteur de la proteine de 
fusxon a une concentration faible, en evitant ainsi 
eventuellement des problemes de toxicite. 

L'un des avantages de la presente invention est 
la possibilite de faire exprimer par une cellule un 
gene rapporteur et un gSne effecteur, le gene - 
rapporteur comprenant un site de liaison pour un 
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polypeptide et au moins un gene d-interet, et le gene 
effecteur codant pour une proteine de fusion inductrice 
selon 1. invention comprenant au moins ledit polypeptide 
reconnu par le site de liaison. 

5 L' invention a done poai Q m Q „t. 

onc e 9 al ement pour objet une 

cellule, exprimant un gene rapporteur et un gene 
effecteur, le gene rapporteur comprenant un site de 

liaison pour un polyoeDtid** 

. p -^ypepciae et au moms un gene 

.« proterne de fusion inductrice selQn 

covenant au moins ledit polypeptide reconnu par le 
•it. de liaison. ^expression de ces genes dans la 
cellule pent se faire par transf action d'un plasmide 
rapporteur et d.un plasmide effecteur. on tout autre 
15 moyen connu de l'homme du m«tier. 

De preference, la cellule est une cellule 
eucaryote et le polypeptide est un polypeptide non- 
eucaryote en particulier de bacteriophage, et plus 
partrculxerement la prot4ine de e 
20 bacter.ophage Elv. Dans ce dernier cas. la proteine de 
fusron comprendra la proteine de capside du 
bacteriophage R17. Wnteret est que le couple gene 
rapporteur/gene effecteur est alors totalement exoglne 
par rapport au systeme eucaryote dans lequel il est 
* exprime, ce gui evite le bruit de fond parfo s 
important lie a 1 1 induction non souhaitee de genes 
endogenes. genes 

Dans un mode de realisation particulier, . le gine 
rapporteur est exprime » partir d.un ^ bicistronigue. 
-0 comprenant un premier cistron et un deuxieme cistrcn! 
Lespace mtercistronigue pent comprendre un site'de 
liaison pour la proteine de fusion inductrice. Une 
telle structure bicistronigue permet une grande 
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variabilis de genes rapporteurs. multipliant ainsi 

possrbrlrtes de s#lect . on , localisat 

d' expression, etc. y 

De nombreuses applications de 1- invention peuvent 
5 etre envisages. 

int* -T PartiCUller ' 1' ^vention presente un grand 

oir: t e : chsrapie 96ni<Ti,e - 11 "<= * 

2 V 6 9 * nSme «'» «~«. avec un 

gene x don t L expression sera contrSlee de facon 

1 rnhxbxteur approprie. n est egalement possible de 
farre expnmer en concentration variable et contrSlee 
un ou des genes capables de tuer ou d-inhiber la 

5 gene I TT ° SllUleS ^ 1 'Par exemple 

5 gene codant pour la frawi™ •> ^, 

^ ±a traction soluble de riceoten,- 

merabranaire, o6n. .. recepteur 

9 C ° dant P° ur fragments SC Fv 

dantrcorps etc...,. n e8t aussl possible 

varZb r i e ; S r n SC dOTC ^ f3ire eXPri - - concentration 
variable des antr-oncogenes (par exemple p 5 3, p70 , , des 

. cytokines ou interleuxines, des f acteurs de croissance. 

::iz x r ts n ^ acifs de — - 

L- invention pent egalement etre utilisee pour le 
cnblage inhibiteurs de modification post! 

T^r:^:^:^ stre ^ - L * 

d» = rll>la9e • klt °°tenu par integration stable 

cellules T" — - 

cellulaires. ou kit obtenu par transf action provisoire 

ou «plas m ides nus». Un kit salon 1 • invention pent 

egalement comprendre une cellule selon 1 ' invention 

comprenant un gene rapporteur telle ^e decrite T- 
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Un kit selon 1' invention permet d'evaluer 
1- influence de la presence d'un agent donne sur la 
modification post-traductionnelle d'une proteine de 
fusion inductrice, et permet done de determiner si 
• ledxt agent est ou non un inhibiteur. a titre 
d'exemples d' inhibiteurs cribles, on pent citer les 
xnhibiteurs de prenyl transferase antifamesyl, les 
xnhibiteurs de prenyl transferase antigeranyl-geranyl , 
les xnhibiteurs de palmitoylation, les inhibiteurs de 
myristylation, etc. 

L' invention pent egalement Stre utilisee en 
recherche fondamentale pour selectionner 1 1 expression 
de certains genes dans des cellules en culture ou dans 
des tissus d-animaux de laboratoire (in vitro). On pent 
generer 1' induction et la modulation ponctuelle ou a 
long terme de 1- expression de n-importe quelle 
proteine , on peut obtenir une induction et une 
repression rapides de 1- expression de proteine. 

On pourra notamment utiliser des agents deja 
connus et en phase clinigue pour d'autres applications 
(en particulier des inhibiteurs) et dont on sait qu'ils 
n'ont pas d'effets toxiques. 

Exemple 1 

Cet exemple a pour objet la mise en evidence du 
controle de 1- induction de 1< expression d'un gene dans 
des cellules mammiferes en culture ex vivo. 

Dans cet exemple, 1'etape de 1- expression qui est 
induxte est la traduction, et la modification post- 
traductionnelle de la proteine de fusion inductrice est 
une farnesylation. 

On utilisera des plasmides de deux types : 
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1- des plasmides "reporteurs" permettant da 
transonre dans les cellules un ^ ^ 

codan pour 1M protsines reportrioes lucr ^ 

5 f"e«v " CiStr ° n " LUCP <*«**™- 

5 fxrefZy, en deuxi4me c . stron Lm plasm . pCRL30 _ R1? 

o« PCL13.-H!, contiennnent „ outre dan / * 17 

xntercxatronigue de 1 ' ARNm un site de lia ison pour la 

Les plasnu.des pCRL3 „ ou pcRL138 (cq 
10 contiennent pas ce site. 

2. des plasmides effecteurs qui vont pouvoir 
exprxmer dans les cellules : 

- une proteine de fusion entre la proteine 
de capside de phage R17 et la region C- 
terminale du facteur d' initiation de la 

traduction elP4G nmi-v i 

M(J ' P° ur le plasmide pel 
R17-4G, y 

- une proteine de fusion entre la proteine 
20 dS CaP8ide de P h *9* R17, la region c- 

terminale du facteur d' initiation de la 
traduction eIP4G et un domaine proteique 
de farnesylation (de sequence proteique 
CVLS), pour le plasmide pCI R17-4G-CVLS . 

^ d<neoat n ** ^ -llules 

tranlit " SOnt -ansfectees 

81 6ment 1,a±de ^ liP ° SOmeS -tioniques en 
utxlx Sant 10 pmoles de plasmides reporteurs et 

de plasmxdes activateurs pour 1 million de cellules. 24 
30 heure ds la transfection/ ceiiui£s - 

traxtees durant differentes periodes (1 a 3 neures) par 
un xnhxbxteur de farnesyl transferase, le Cys-Val-3^2- 
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Naphthyl)Ala-Met ; Sigma C4433 5 „„„ 

s a une concentration 

finale de 15 uM dans le milieu de culture. 

Apres lyse des cellules, les activites LucR et 
LucP sent dosees a 1'aide du kit « Dual -Lucif erase (TM, 
Reporter System » (Promega E1980) sur un appareil a 



luminescence de type Berthold LB96B . Le rapport 

ion du 

HLL± esc SQUS contr61e du systdme 

d' inductibilite . 



— ^tsybb. Le rap 

LucP/LucR represente 1'activite de traduction du 
deuxieme cistron qui est sous controle 



^ Les graphes de la f igU re 1 represented 
1'evolution du rapport LucP/LucR en fonction du temps 
de traxtement pour les deux types de plasmide reporteur 
PCRL30 et pCRL30-R 17 . Le graphe a montre 1'evolution du 
rapport en absence de plasmide effecteur. Le graphe b 
15 montre 1'evolution du rapport en presence de plasmide 
exprimant la proteine de fusion R17-4G. Le graphe c 
montre 1'evolution du rapport en presence de plasmide 
exprxmant la proteine de fusion inductrice R17-4G-CVLS 

On pent observer que le rapport est faible dans 
le cas ou les plasmides reporteurs sont transfectes en 
1' absence de plasmides effecteurs. La traduction du 
deuxieme cistron est done faible dans ce cas (graphe 
a) . L< expression de la proteine de fusion R17-4G permet 
une augmentation du niveau' de traduction du deuxieme 
25 cistron de l'ARN bicistronique reporteur contenant le 
site Ri7 (pC RL 30R17), mais pas de celui ne contenant 
pas le site R 17 (pCRL 30) (graphe b) . On pent observer 
enfin (graphe c) que le niveau de traduction induite 
par 1'expression de la proteine de fusion R 17 -4G n'est 
30 pas module par le traitement avec 1'inhibiteur de 
famesyl transferase. Au contraire, 1 ' augmentation de 
traduction induite par la proteine de fusion inductrice 
R17-4G-CAAX est modulee par 1 'utilisation de 
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l'inhibiteur de farnesyl transferase, et plus 
particulierement est dependante du temps de traitement 
par l'inhibiteur de farnesyl transferase. 

Exemple 2 

Les travaux realises sur les SKHep peuvent etre 
etendus a d'autres lignees cellulaires et notamment les 
cellules HeLa (issue d'un adenocarcinome uterin) . 

Cette lignee HeLa a ete utilisee pour realiser 
des integrations permanentes de plasmides effecteurs 
exprimant la proteine de fusion R17-4G-CVLS ou de 
plasmides "reporteurs" contenant (pCRL30-R17 ou 
PCRL138-R17) ou non (pCRL30 ou pCRL13 8) la structure 
ARM reconnue par la proteine R17. Ces transf ections 
permanentes associees a un gene de resistance au G418 
ont permis la selection de cl6nes cellulaires. Parmi 
les clones obtenus, ceux qui permettaient d' avoir le 
meilleur signal d' activation par rapport au bruit de 
fond ont ete selectionnes . 

Deux types d' etudes ont ete realises en fonction 
du cl6ne stable utilise. 



Premiere gtude. 



25 a) Confirmation de 1'effet de l'inhibiteur de 

farnesyl transferase FT1 277. 

L-acide nucleique codant pour la proteine R17-4G- 
CVLS est integre dans le genome de cellules HeLa. On 
realise des transf ections transitoires des plasmides 
reporteurs pCRL138 et pCRL138-R17 dans ce clone. On 
recherche ensuite les produits agissant sur la 
farnesylation de R17-4G-CVLS. 
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La figure 2A confirme ^ ^ ^ 
farnesyl transferase FTI 277. 

Le DMSO est le solvent dans lecjuel sont dissous 
les products , m 277 et ^ 29 £ 

5 milieu de culture, et represents « 

, , . ^ . represente done un oontraie de 

1' induction. La concenti-an™ *■ , 

.... concentration finale en DMSO dans le 

milieu de culture ne dSpasse pas 0.1% 

porta ?T - r£Ctan9leS tlanCS -P-^entent 1-^ ^ 
porta la sequence de reconnaissance de la proteine R17 

It 3 reC T 9leS n ° irS les activi Is 

obtenues dans les memes conditions avec une e *Z 
d' ARN semblable mais ne portent nlu s T ^ 
p „ j 1 , . porcant plus la reconnaissance 

K17. 11 s'agit done du temoin negatif de la premie- 
construction. premxere 

" valeurs' fT? 1 ^ P« 1- quotient dee 

valeurs LucP et Luc* mesurees directement en presence 
d un agent ( PT i 2 77 ou ggti 29a) ~= 
contraie DMSO. ' ' P " rapP ° rt au 

20 ,. s AlnSl ' 13 cinS «que d< action de pti 277 

" fisur : 2a montre « - 277 a — «* 

obtenu a 8 L , d ' 3Cti -"- — imal est 

noteTguelet t S '""—^ « *«* egalement 

^ oe qui demontre la specif icit/du 

m 277 a e 8 r r - ^ mODtre 1,effet d '-tivation du 

traitll " Ve " ible - «>— cette experience, on a 

aiminuti ids du rapport":^ — J L ~ ™ 

airterents temps indiques. 
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b) Confirmation de l'effet de l'inhibiteur de 
1'HMGCoA- reductase et criblage d' inhibiteurs 

L'HMGCoA- reductase, qui synthetise le melavonate, 
est impliquee dans 1' isoprenylation, une modification 
post-traductionnelle des proteines telles que 4G-CVLS. 

Cette enzyme est inhibee par les statines 
(lovastatine, simvastatine etc..) . 

Dans la figure 3, les cellules utilisees au cours 
de ces essais sont des HeLa transferees de maniere 
stable par le plasmide codant pour la proteine de 
fusion R17-4G-CVLS, et transferees transitoirement 
par les plasmides reporteurs bicistroniques pCRL138 et 
PCRL138-R17. 

Les r6sultats sont presentes sous forme de 
rapport d'activite LucF/LucR en presence de differents 
agents pharmacologiques dans le milieu de culture, par 
rapport a un temoin DMSO. 

On voit en pistes 3 et 6 de la figure 3 que la 
presence de statine inhibe 1'HMGCoA-reductase, done la 
20 presylation, la proteine de fusion n'est done pas 
adressee a la membrane et joue son r61e d' activateur . 

On voit en pistes 2, 4 et 5 que la presence de 
mevalonate, synthetise par 1 ' HMGCoA- reductase, permet, 
meme en presence d'un inhibiteur de 1'HMGCoA-reductase,' 
1' isoprenylation e'est-a-dire la modification post- 
traductionnelle de la proteine de fusion qui sera done 
adressee a la membrane et qui ne pourra jouer un r61e 
d' activateur d'ou des rapports LucF/LucR identiques ou 
tres proches de celui du temoin. 

Le moddle utilise a egalement permis de cribler 
des agents inhibiteurs potentiels de 1'HMGCoA- 
reductase . 
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On voit en pistes 7 et 8 que le tamoxifene, un 
anti-cestrogene, inhibe cette enzyme meme a de faibles 
concentrations. Cette activite inhibitrice est 
xndependante de 1< estradiol et du recepteur des 
oestrogenes (absent dans les cellules HeLa utilises) 
et est inversee ou compensee par le mevalonate (piste 
9) . 

D'autres anti-oestrogenes ont ete testes. 
En pistes 13, 14 et 15 sont represents les 
resultats obtenus avec des anti-oestrogenes steroldiens 
des societes Id et Roussel Uclaf, ayant une forte 
af finite pour le recepteur des oestrogenes, a 
dxfferentes concentrations. Ces anti-oestrogenes n'ont 
pas d' activite inhibitrice de 1'HMGCoA- reductase. 

Par centre un autre anti-cestrogene, appele PBPE, 
congu et fabrique par les invent eurs, ne se liant pas 
au recepteur des oestrogenes mais se liant a un 
complexe proteique dit AEBS (« antiestrogen binding 
site ») s'est revele etre inhibiteur de 1'HMGCoA- 
reductase (pistes 10 et 11) , son activite inhibitrice 
etant, comma pour les inhibiteurs precedents, compensee 
par la presence de mevalonate. 

O Molecules inhibit rices de la farnesyl 
pyrophosphate-synthase egalement appelee FPP-synthase. 

Cette enzyme est necessaire a la biosynthese des 
farnesylpyrophosphates. Son inhibition inhibe done 
egalement la prenylation des proteines. 

Dans ces essais represents dans la figure 4 le 
meme modele cellulaire qu'en b) , transfecte de maniere 
stable avec R17-4G-CVLS, est utilise. 

Les resultats des pistes 2 a 6 et 9 montrent que 
les biphosphonates, habitue llement utilises comme 
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antalgiques dans le trait ement des metastases osseuses, 
sont egalement des inhibiteurs de la f arnesylation et 
que leur presence augmente done le rapport LucF/LucR. 

Les resultats des pistes 7 et 8 montrent que la 
presence de mevalonate ne compense pas l'activite 
inhibitrice des biphosphonates . Au contraire, la 
presence de farnesol (pistes 11 et 12) inverse ou 
compense l'activite inhibitrice des biphosphonates, ce 
qui montre que cette activite n'est pas liee a 
1' inhibition de la 1'HMGCoA- reductase, mais qu' ils 
agissent en aval dans la cascade de biosynthese des 
isoprenes et sans doute au niveau de la FPP-synthase . 

Les resultats obtenus en presence de tamoxifene 
(pistes 12 a 16) montrent que le tamoxifene est 
egalement un inhibiteur de la FPP-synthase. 

Ce modele a done permis de montrer que certaines 
molecules inhibent de fagon inattendue la biosynthese 
des isoprenyls en agissent sur la prenylation 
proteique. II a mis en evidence que deux families de 
medicaments (antiestrogenes et biphosphonates) parmi 
les plus utilises en cancerotherapie du fait de leur 
grande innocuite, sont egalement capables d' inhiber la 
f arnesylation. 

Deuxieme etude. 

Les sequences reportrices pCRL138 ou pCRL138-R17 
sont integrees dans le genome des cellules HeLa, et 
differentes constructions R17-4G-CAAX - ou CAAX peut 
etre farnesyle "CVLS", ou geranylgeranyle "CVLL", ou ne 
pouvant plus subir de modifications post- 
traductionelles de ce type "SVLS" - sont transferees 
de maniere transitoire dans ces deux clones. 
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Apres transfection, les cellules sont traitees 
par du FTI 277 (inhibiteur de famesyl transferase) ou 
du GGTI 298 (inhibiteur de geranyl transferase) . 

On observe les resultats suivants, represents en 
figure 5, par rapport aux temoins DMSO : 

- pour R17-4G-CVLS (qui contient une boite de 
farnesylation) , seul le FTI 277 est capable 
d'activer la traduction, 

- pour R17-4G-CVLL (qui contient une boite de 
geranylation) , seul le GGTI 298 est capable 
d'activer la traduction, 

- pour R17-4G-SVLS (qui ne peu t Stre ni 
farnesyle, ni geranyle) , aucune des deux 
molecules n'est capable d' activation. 

Cette experience montre done une tres bonne 
specif icite d' action des inhibiteurs, ce qui permet un 
contr61e precis de 1' induction. 

Par ailleurs, la localisation subcellulaire de 
proteines contenant les boites CVLS, CVLL ou SVLS a ete 
control ee . 

Pour ce faire, ces boites ont ete mises en fusion 
avec la proteine YFP (« ye llow Fluorescent protein ») 
et toutes les proteines de fusion ont ete donees avec 
une sequence HA en N- terminal. Les constructions ont 
ete transferees de facon transitoire dans des cellules 
HeLa, et la localisation des proteines de fusion a ete 
suxvie en microscopie a fluorescence apres 
immunofluorescence avec un anticorps anti-HA (Fig. 6A 
et B, en couleur) . 

On remarque que les proteines de fusion contenant 
des boites CVLS ou CVLL sont a localisation membranaire 
predominant e. 
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On peut egalement noter que l e traitement par le 

III ^ ^ hSUreS) rel ° Calise -iquement les prolines 
^ ^ R17 -^"CVLS vers l e cytoplasm, ce qui 
n'est pas le cas du traitement par le GGTI 298. 

Exemple 3 

Le plasmide rapporteur construit dans le cadre de 
cet exemple permet de transcrire dans des ceHules 
«eres en culture ex vivc un ARN bicistronique 
.» cedent pour une proteine tronquee H2-Kk mouse MHC 
class I molecule ») comme margueur de selection des 
cellules transferees et pour la proteine P 27Kipi qui 
est une proteine inhibitrice du cycle cellulaire. L'ARN 
bicrstronique contient egale ra ent dans 1-espace 
mtercrstronique un site de liaison pour la proteine de 
caps.de du bacteriophage R17. Cet ARN bicistronique 
est tres schematiguement represents en Figure 7 

Le plasmide effectuer utilise est celui permettant 
d expnmer la proline de fusion R17-4G-CVLS 
20 Des cellules cho (« Chinese Hamster Ovaries »> 

sent transferees transitoirement a 1'aide de liposomes 
catronxques en utilisant 10 pmoles de plasmides 
reporteur et 5 pmoles de plasmides activateur pour 
InilHon de cellules. Douse heures apres la 
» transfection, les cellules sent traitees pendant 
B heures par 1-inhibiteur de far„ Ss yl transferase (Cys- 
Val-3<2- N aphthyl,Ala- M et , Sigina c4433) , 
concentration finale de 1 m dans le milieu de culture 
La selection des cellules transferee se fait avec le 

cellules selectionnees. les extraits proteiques sont 
deposes sur gel SDS-PAGE. 
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Les resultats sont presentes sur la figure 7. 
L' expression de la proteine p27 (ligne orp27) est 
examinee par western-blot avec un anticorps monoclonal 
(Ref. 610241, BD Bioscience Pharmingen) . L'expression 
5 de la proteine de fusion R17-4G-CVLS (ligne aHA) est 
detectee par western-blot en utilisant un anticorps 
monoclonal contre le peptide HA (Eurogentec) localise a 
l'extremite NH2-terminale de la proteine R17-4G-CVLS. 

La colonne "Mock" est la colonne controle, qui 

10 represente l'expression de la proteine p27 et de la 
proteine de fusion dans des cellules non-transf ectees 
par les plasmides rapporteur et effecteur. La colonne 
R17-4G-CVLS represente l'expression de la proteine p27 
et de la proteine de fusion dans les cellules co- 

15 transfectees en absence d' inhibiteur . La colonne R17- 
4G-CVLS + FTI277 represente l'expression de la proteine 
p27 et de la prot6ine de fusion dans les cellules co- 
transf ectees apres le traitement avec 1 ' inhibiteur . 

On observe une augmentation de la quant ite de p27 

20 dans les cellules cotransf ectees avec les vecteurs 
PR17-4G-CVLS et pK-R17-p27 en presence d' inhibiteur de 
farnesyl transferase. Cette augmentation est 
independante de la quantite de proteine de fusion 
produite, identique avec ou sans traitement avec 

25 1' inhibiteur. Par contre, en presence de 1 • inhibiteur, 
la proteine de fusion n'est pas adressee a la membrane 
et peut jouer son r61e d ' activateur, d'ou 
1 ' augmentation de la quantite de p27. 
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1. Proteine de fusion inductrice de 1' expression 
d'un gene caracterise en ce qu'elle comprend, d'une 
part, un domaine peptidique de liaison aux acides 
ribonucleiques et un domaine activateur de 1' expression 
post-transcriptionnelle du gene, et, d' autre part, un 
domaine permettant une delocalisation a la membrane 
cytoplasmique . 

2. Proteine de fusion selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que le domaine activateur de 
1' expression est un domaine activateur de la 
traduction. 

15 3 - Proteine de fusion selon l'une ou 1' autre des 

revendications 1 et 2, caracterisee en ce que le 
domaine permettant une delocalisation a la membrane 
cytoplasmique est un domaine de f arnesylation. 

4. Acide nucleique comprenant une sequence codant 
20 pour une proteine selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 3 . 

5. Vecteur d' expression comprenant un acide 
nucleique selon la revendication 4 . 



25 



6. Cellule recombinee comprenant un acide 
nucleique selon la revendication 4 ou un vecteur 
d' expression selon la revendication 5. 

7. Lignee cellulaire de cellules recombinees 
comprenant un acide nucleique selon la revendication 4 
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ou un vecteur d' expression selon la revendication 5, 
notamment lignees cellulaires SKHep et HeLa. 

8. Cellule exprimant un gene rapporteur et un 
gene effecteur, le gene rapporteur comprenant un site 
5 de liaison pour un polypeptide et au moins un gene 
d'interSt, et le gene effecteur codant pour une 
proteine de fusion inductrice selon 1-une quelconque 
des revendications 1 a 3 comprenant au moins ledit 
polypeptide reconnu par le site de liaison. 

10 9. Cellule selon la revendication 8, dans 

laquelle la cellule est eucaryote et le polypeptide est 
non-eucaryote . 

10. Cellule selon 1-une ou 1- autre des 
revendications 8 et 9, dans laquelle le gene rapporteur 

15 est exprime a partir d ' un ARN bicistronigue, comprenant 
un premier cistron et un deuxieme cistron. 

11. Organisme non humain transgenique 
comprenant un acide nucleique selon la revendication 4 
ou un plasmide selon la revendication 5. 

20 12 ' Procede in vitro de contr61e externe, 

permanent et modulable de 1' induction de 1' expression 
post-transcriptionnelle d'un g£ne d'une cellule 
recombinee ou d'un tissu non humain transgenique 
comprenant un acide nucleique comprenant une sequence 

25 codant pour une proteine de fusion selon 1'une 
quelconque des revendications 1 a 3, ou comprenant un 
vecteur d' expression comprenant ledit acide nucleique 
par modulation de 1'etat de modification post- 
traductionnelle de la proteine de fusion par 
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1< utilisation d'un inhibiteur approprie de ladite 
modxfication post-traductionnelle . 

13. Kit de criblage d' agents comprenant au 
moins une cellule selon 1'une guelconque des 
5 revendications 6 a 10. 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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1 temoin mev = mevalonate 

2 mev 1 mM s tat = statine 

3 stat20pM tam = tamoxifene 

4 stat20pM+mev1mM 

5 stat 5pM+mev 1mM 

6 statine 5jjM 

7 tarn O.SpM 

8 tarn 0,5|jM + oestradio! 1 00 nM 

9 tamoxifene 0,5pM +mev 1 mM 

10 PBPESjjM 

1 1 PBPE 5[jM +oestradlol 100nM 

12 PBPE 5pM + mev 1mM 

13 anti-sterotdien 1pM 

14 anti-steroTdien 10pM 

15 antf-steroTdien 50|jM 
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FIGURE 4 
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Histogramme de l'activitf (dose reponse) d'un biphosphonate et du tamoxiTene 

Clone temoin avec 4G-CVLS transitoire 
+ biphosphonate 0,1 
+ biphosphonate 0,5/iM 
+ biphosphonate ljiM 
+ biphosphonate 5jiM 
+ biphosphonate 10fiM 

+ biphosphonate l^M + mSvalonate (mevalolactone) 50uM 
+ biphosphonate lpM + m^valonate (mevalolactone) 250uM 
+ biphosphonate 5^M 
+ biphosphonate l[iM + farnSsol 5joM 
+ biphosphonate lj*M + farnesol IO^iM 
+ tamoxifene 0,01 jiM 
+ tamoxifene 0,05jiM 
+ tamoxifene 0,1 
+ tamoxifene 0,5^M 
+ tamoxifene l^M 
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FIGURE 5 
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FIGURE 7 
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